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La pr6sente invention concerne un nouveau systeme pour 
i'expression conditionnelle de genes. Elle concerne egalement I'utilisation de 
ce systeme en th6rapie g6nique ou cellulaire, pour cibier de maniere ires 
5 selective I'expression de g§nes d'interet. 

Les therapies genique et cellulaire consistent & corriger une 
d6ficience ou une anomalie (mutation, expression aberrante, etc) ou & 
assurer I'expression d'une proline d'interet therapeutique par introduction 
d'une information g6netique dans la cellule ou Torgane affecte. Cette 

10 information g6n6tique peut etre introduite soit ex vivo dans une cellule 
extraite de Torgane, la cellule modiftee 6tant alors reintroduce dans 
I'organisme (th6rapie cellulaire), soit directement in vivo dans le tissu 
approprie (th6rapie genique). Diff6rentes techniques existent pour effectuer 
le transfert de genes, parmi lesquelles des techniques diverses de 

15 transfection impliquant des vecteurs chimiques ou biochimiques, naturels ou 
synthetiques tels que des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et 
al., J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de prolines nucleaires (Kaneda et al., 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 
7413), I'emploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), 

20 lipides cationiques, etc. Une autre technique repose sur I'emploi de virus 
comme vecteurs pour le transfert de genes. A cet 6gard, differents virus ont 
6t6 testes pour leur capacity & infecter certaines populations cellulaires. En 
particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus 
ad6no-associ6s et les adenovirus. L'une des difficultes majeures pour le 

25 d6veloppement de ces therapies g6nique et cellulaire reside cependant dans 
la seiectivite du traitement. Selon les applications, selon le gene & transferer, 
il est important de pouvoir cibier certains tissus ou certaines parties 
seulement de I'organisme afin de concentrer I'effet therapeutique et de limiter 
la dissemination et les effets secondares. Ce ciblage peut etre realise en 

30 utilisant des vecteurs pr6sentant une sp6cificit6 cellulaire donnee. Une autre 
approche consiste & utiliser des signaux depression specifiques de certain 
types cellulaires. A cet egard, des promoteurs dits specifiques ont et6 d6crits 
dans la litterature, tels que le promoteur des genes codant pour la pyruvate 
kinase, la villine, la GFAP, le promoteur de la proteine intestinale de liaison 
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des acides gras, le promoteur de I'actine a des cellules du muscle lisse, ou le 
promoteur des genes de I'apo-AI, I'apo-AII, I'albumine humaine', etc. 
Cependant, ces promoteurs presenter* certains inconvenients et en 
particulier ils presentent un certain bruit de fond transcriptionnel qui peut etre 
genant pour 1'expression de genes toxiques et ils sont limites a certaines 
cellules et ne peuvent done etre utilises pour toute application. 

La presente invention decrit maintenant un nouveau systeme 
depression conditionnel de genes, particulierement selectif et efficace. Une 
des caracteristiques avantageuses du systeme de Invention reside dans sa 
capacite a exprimer un gene non pas en fonction d'un type cellulaire, mais en 
fonction de la presence d'un element cellulaire particulier ou d'une situation 
physiologique particuliere. Ce systeme fait en effet appel a des molecules 
chimeriques bispecifiques comprenant un domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN et un domaine detecteur capable 
15 de lier specifiquement un transactivateur ou un complexe transactivateur. 

Un premier aspect de la presente invention reside plus 
particulierement dans la creation et 1'expression de molecules chimeriques 
bispecifiques comprenant un domaine capable de lier selectivement une 
sequence definie d'ADN et un domaine capable de lier specifiquement un 
20 transactivateur ou transrepresseur ou un complexe transactivateur ou 
transrepresseur. 

Un autre aspect de la presente invention reside dans une sequence 
d'acide nucleique codant pour une molecule chimerique telle que definie ci- 
avant, ainsi que tout un vecteur d'expression comprenant ladite sequence 
25 nucleique. 

Un autre aspect de I'invention consiste en un systeme conditionnel 
d'expression de genes comprenant (i) une molecule chimerique telle que 
definie ci-avant et (ii) une cassette d'expression comportant une sequence de 
regulation, un promoteur minimal (dont I'activite depend de la presence d'un 
30 transactivateur) et (edit gene. 



Un autre aspect de I'invention reside egalement dans un vecteur 
d'expression comprenant 
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- une sequence nucteique codant pour une molecule chimferique telle 
que definie ci-avant et 

- ladite cassette d'expression. 

Le systdme d'expression conditionnel de I'invention est 
5 particulidrement appropri6 pour une utilisation en th6rapie g6nique ou 
cellulaire, pour cibler de manure trfes s6lective I'expression de g6nes 
d , int6r§t. 

L'une des composantes du systeme de I'invention consiste done en 
des molecules chim6riques bisp6cifiques particulars comprenant un 

10 domaine capable de lier s6lectivement une s6quence d6finie d'ADN et un 
domaine capable de lier sp6cifiquement un transactivateur ou un complexe 
transactivateur. La bisp§cificite des molecules de I'invention reside d'une part 
dans leur capacity & lier une s6quence d'ADN d6finie (g6n6ralement 
d6sign6e s6quence r6gulatrice ou op6rateur) et d'autre part dans leur 

15 capacity & recruter sp6cifiquernent un domaine prot6ique transactivateur ou 
transr6presseur permettant d'induire ou de r6primer I'expression de g6nes. 

L'invention porte particulierement sur la rnise au point de molecules 
chim6riques bisp6cifiques permettant le recrutement de tout facteur 
transcriptionnel dont I'activation ou reactivation conduit & une situation 

20 physiopathologique. Les molecules chim6riques bisp6cifiques selon 
Tinvention permettent ainsi le recrutement s6lectif de transactivateurs 
transcriptionnels sp6cifiques d'un 6tat physiopathologique, la fixation de ces 
facteur transcriptionnels & des promoteurs par Tinterm6diaire d'une fixation 
de ces molecules & des sequences d'ADN d6finies localises pr£s de ces 

25 promoteurs (s6quences regulatrices ou op6rateur), et ainsi I'expression 
conditionnelle de g£nes (Figure 1). 

Uinvention porte 6galement sur la mise au point de mol6cules 
chim6riques bisp6cifiques permettant le recrutement non pas d'une molecule 
portant un domaine transactivateur mais d'un complexe transactivateur 
30 transcriptionnel, e'est & dire d'un complexe form6 entre une molecule cible 
pr6sente dans une cellule et une molecule portant un domaine 
transactivateur (Figure 2). Dans ce cas, le complexe transactivateur est 
pr6f6rentiellement forme au moyen d'une deuxfeme molecule chimferique 
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bisp6cifique comprenant un domaine transactivateur et un domaine de liaison 
s6l6ctif & ladite molecule cellulaire. La fixation de cette deuxfeme molecule 
permet la formation d'un complexe binaire transactivateur transcriptionnel, 
lequel complexe 6tant alors recrut§ par le systdme d6tecteur de I'invention. 

5 La fixation de ce complexe ternaire & proximite de promoteurs permet ainsi 
I'expression r6gul6e de gdnes. Ce type de construction permet 
avantageusement d'elargir les conditions d'utilisation du systfeme de 
I'invention & la d6tection de toute motecule intracellulaire d6pourvue de 
domaine transactivateur, qu'il s'agisse d'une molecule endogSne ou d'une 

10 molecule d'origine infectieuse par exemple. 

Le syst6me de 1'invention permet ainsi, grace k un systeme de 
detection tr6s sSlectif ("sensor") d'activer I'expression de g£nes d'interet 
uniquement en pr6sence de prot6ines cibles. II peut s'agir de facteurs 
transcriptionnels apparaissant lors de situations physiologiques ou 
15 physiopathologiques, ou de toute motecule endog^ne ou d'origine infectieuse 
par exemple, Le systeme de invention contient en effet un 6l6ment 
d6tecteur trds sensible et tres s6lectif permettant de conditionner I'expression 
d'un g6ne & la presence, I'apparition ou la disparition de toute molecule dans 
une cellule. 

20 Dans le cadre de la presente invention, le terme transactivateur 

d6signe tout facteur transactivateur de la transcription ou toute proline 
comportant un domaine transactivateur transcriptionnel. Le complexe 
transactivateur d6signe le complexe form6 entre une molecule pr6sente 
dans une cellule et une molecule bispfecifique de I'invention comprenant un 

25 domaine transactivateur et un domaine de liaison sp§cifique & ladite 
motecule. Le systdme d'expression de I'invention peut etre utilise pour 
recruter toute proline transactivatrice ou portant un domaine 
transactivateur, et en particulier toute proteine d'origine virale, parasitaire, 
mycobact6rienne ou cellulaire poss6dant une activity transactivateur 

30 transcriptionnel. Parmi les facteurs transcriptionnels d'origine virale on peut 
citer notamment la proteine Tat du virus VIH, les prot6ines E6/E7 du virus du 
papillome ou encore la proline EBNA du virus d'Epstein Barr. Ces prolines 
poss§dent un domaine transactivateur transcriptionnel et sont pr6sentes 
uniquement dans les cellules infectees par ces virus, c'est-&-dire dans des 

35 conditions physiopathologiques particulteres. Le systeme d'expression 
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conditionnel selon I'invention perrnet avantageusement une detection de 
cette situation physiologique d'apparition de ces transactivateurs sp6cifiques 
de Tinfection virale) et Nnduction d'une expression selective de g£ne(s) 
donn6(s). Parmi les prot6ines celluiaires, on peut ciier pr6f6rentie!!ement la 

5 prot6ine p53 mut6e ou sauvage. La proteine p53 est constitu6e de 393 
acides amines. Sous sa forme sauvage, elle est un suppresseur de tumeur 
capable de r6guler n6gativement la croissance et la division cellulaire. Cette 
activity est Ii6e & la presence d'un domaine transactivateur transcriptionnel 
dans la structure de la proteine p53, localise dans la r6gion N-terminale de la 

10 proteine (rfesidus 1-100 environ). Dans certaines situations, p53 sauvage est 
6galement capable d'induire I'apoptose (Yonish-Rouach et al., Nature, 352, 
345-347, 1991). Ces proprietes se manifestant en situation de stress oCi 
Hntegrite de I'ADN cellulaire est menac6e, p53 a 6t6 sugg6r§e etre un 
"gardien du genome". La pr6sence de p53 mut6es dans environ 40 % des 

15 turneurs hunriaines, tous types confondus, renforce cette hypothdse et 
souligne le rdle probablement crucial que jouent les mutations de ce gdne 
dans le d^veloppement tumoral (pour revues, voir Montenarh, Oncogene, 7, 
1673-1680, 1992 ; Oren, FASEB J., 6, 3169-3176, 1992 ; Zambetti and 
Levine, FASEB J., 7, 855-865, 1993). Dans le cadre de la pr6sente 

20 invention, il est possible de recruter selectivement le domaine transactivateur 
de la proteine p53 et ainsi d'induire Expression control6e de g6ne(s) 
uniquement dans les cellules contenant cette proteine. II est particulterement 
int6ressant selon I'invention de recruter sp6cifiquement les formes mut§es 
de la proline p53 qui, comme indiqu6 ci-avant, apparaissent dans des 

25 situations physiopathgologiques d'hyperproliferation cellulaire (type cancer). 
Ce ciblage peut etre realist preferentiellement au moyen dun domaine de 
liaison sp6cifique aux formes mutees de la proline p53. II existe toutefois 
une sp6cificite de fait Itee & ('accumulation des formes mutees qui possSdent 
une demi-vie tr§s superieure & la forme sauvage. 

30 Le systeme de I'invention peut 6galement §tre utilise pour induire 

Texpression selective de g§ne(s) par d6tection de toute molecule cible 
pr6sente dans une cellule. La proline d6tect6e est pr§f6rentiellement une 
proline apparaissant dans une cellule dans des situations anormales 
(infection, hyperprol iteration, etc). II peut s'agir en particulier de prolines 

35 virales telles que des proteines de structure ou de fonction d'un virus, et 
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notamment du virus VIH, hepatite, herpes, etc. II peut s'agir egalement de 
proteines specifiques d'un etat d'hyperproliferation cellulaire telles que 
notamment les proteines myc, tos, jun, les cyclines, etc. 

5 L'une des proprietes des molecules chimeriques de I'invention reside 

done dans leur capacite a se lier a des regions specifiques d'ADN (regions 
regulatrices ou operateur). Cette liaison permet d'apporter le domaine 
transactivateur a proximite du promoteur et de ce fait d'activer I'expression 
d'un gene place sous controle dudit promoteur. 

10 Le domaine capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN 

present dans les molecules de I'invention est essentiellement d'origine 
proteique. Plus preferentiellement, ce domaine derive d'une proteine 
procaryote ou eucaryote capable d'interagir avec des sequences d'ADN. De 
nombreuses etudes genetiques et structurales ont aujourd'hui permis de 

15 definir precisement, au sein de proteines interagissant avec des sequences 
d'ADN double brin, les domaines responsables de ces interactions. 

Parmi les proteines procaryotes interagissant avec des sequences 
d'ADN double brin, on peut citer notamment des represseurs bacteriens et, 
preferentiellement, le represseur tetracycline d'E. Coli et le represseur Cro du 

20 bacteriophage Lambda. 

Le represseur tetracycline (tetR) de E.coli est une proteine de 210 
acides amines environ. Chez E.coli, tetR controle negativement la 
transcription de genes mediant la resistance a cet antibiotique au sein de 
I'operon tet. En absence de tetracycline, le represseur tetR se fixe a I'ADN au 

25 niveau d'une sequence specifique (designee sequence operateur ou Tetop) 
et reprime la transcription du gene de resistance. Au contraire, en presence 
de tetracycline, le represseur tetR ne se fixe plus a I'operateur tetop 
permettant une transcription constitutive du gene (Hillen.W and Wissmann.A. 
(1 989) in Protein-Nucleic Acid Interaction. Topics in Molecular and Structural 

30 Biology .eds, Saenger.W. and Heinemann.U. (Macmiilan, London), Vol.10, pp. 
143-162). La sequence de tetR a ete publiee (elle est reproduite notamment 
dans WO94/04682). La sequence d'ADN double brin specifique de liaison de 
tetR a I'ADN (Tetop) est composee du motif suivant : 
TCTCTATCACTGATAGGGA (SEQ ID n° 1). 
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Ce motif peut dtre repete plusieurs fois pour augmenter I'affinite et 
I'efficacite du systeme. Ainsi, La sequence regulatrice peut comprendre 
jusqu'a 10 motifs et, de preference, contient 2 motifs (Tetop2) ou 7 motifs 
(Tetop7) (voir Figure 3). 
5 La proteine Cro a ete definie a I'origine comme un regulateur de 

I'expression du represseur CI (Eiseh.H. et coll. (1970) PNAS 66, pp855). Le 
clonage du gene cro a permis I' identification d'une proteine de 66 acides 
amines (SEQ ID n° 21; Roberts;T et coll. (1977) Nature 270, pp274). Cro 
exerce son role physiologique en se fixant preferentiellement a I'operateur 

10 OR3 de Lambda. 

La sequence d'ADN double brin specifique de liaison de Cro a I'ADN (region 

designee OR3) est composee des bases suivantes : 
TATCACCGCAAGGGATA (SEQ ID n° 2) 

Cette region peut egalement etre repetee plusieurs fois pour augmenter 
15 I'affinite et I'efficacite du systeme (voir Figure 4). 

Parmi les proteines eucaryotes interagissant avec des sequences 
d'ADN double brin, on pr6fere utiliser pour la construction des molecules de 
I'invention les proteines ou domaines derives des proteines STAT, p53 ou 
NFkB (Inoue et al., PNAS 89 (1992) 4333). Concernant la proteine p53, son 
20 domaine de liaison a I'ADN est localise dans la region centrale de la proteine 
et, plus precisement, dans la region comprise entre les acides amines 1 02 a 
292 (Pavletich et al., Genes & Dev. 7 (1 993) 2556). 

Comme indique ci-avant, le domaine capable de lier selectivement une 
25 sequence definie d'ADN present dans les molecules de I'invention est 
preferentiellement derive d'une proteine procaryote ou eucaryote capable 
d'interagir avec une region d'ADN double-brin. Le domaine utilise pour la 
construction des molecules de I'invention peut etre constitue de I'ensemble 
de la proteine ou d'un fragment de celle-ci comportant la region d'interaction 
30 avec I'ADN. Ce domaine a ete identifie pour differentes proteines et 
notamment TetR (voir par exemple Berens et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 
1945). II peut egalement etre constitue d'un derive de cette proteine ou du 
fragment ayant conserve les proprietes de laison a I'ADN. De tels derives 
sont notamment des proteines presentant des modifications d'un ou plusieurs 
35 acides amines, par exemple pour permettre leur fusion avec les autres 
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domaines des molecules de Invention, preparees selon les techniques 
classiques de la biologie moleculaire. Des derives des proteines TetR et Cro 
par exemple ont ete decrits dans la litterature, possedant des mutations 
ponctuelles et/ou des deletions (Hecht et al., J. Bact. 175 (1993) p. 1206; 
Altschmied et al., EM BO J 7 (1988) 4011; Baumeister et al., Proteins 14 
(1992) 168; Hansen et al., J. Biol. Chem. 262 (1987) 14030). La capacite de 
liaison de ces derives a une sequence definie d'ADN peut ensuite etre testee 
par incubation du derive prepare avec la sequence regulatrice et detection 
des complexes formes. En outre, les derives peuvent egalement Stre des 
proteines ayant des proprietes ameliorees de liaison a I'ADN (specificite, 
affinite, etc). 



Selon un mode prefere de mise en oeuvre, le domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN present dans les molecules de 
Invention est derive d'une proteine procaryote. Ce type de construction est 
particulierement avantageux puisque ces proteines, d'origine non-humaine, 
reconnaissent des sites d'ADN double brin d'au moins 14 nucleotides. La 
probability de trouver la meme sequence au sein du genome humain est 
quasi nulle et done le systeme d'expression obtenu est d'autant plus selectif. 

Dans un mode de realisation prefere, le domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN present dans les molecules de 
('invention est derive des proteines tetR ou Cro. II est tout particulierement 
avantageux d'utiliser les proteines tetR ou Cro (SEQ ID n° 21) completes. 

Le domaine capable de lier specifiquement le transactivateur 
transcriptionnel ou le complexe transactivateur transcriptionnel present dans 
les molecules de Invention peut etre de differents types. II peut s'agir en 
particulier d'un domaine d'oligomerisation dans le cas ou le transactivateur 
ou le complexe transactivateur cible comporte egalement un tel domaine. II 
peut egalement s'agir de tout domaine synthetique ou naturel connu pour 
interagir avec ledit transactivateur ou complexe transactivateur. II peut 
encore s'agir d'un anticorps ou d'un fragment ou derive d'un anticorps dirige 
contre le transactivateur ou complexe transactivateur. 

Parmi les domaines d'oligomerisation utilisables dans le cadre de 
I'invention on peut citer plus particulierement les leucine-zipper, les domaines 
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SH2 oil les domaines SH3 par exemple. Les leucine-zipper sont des helices 
a amphipatiques qui contiennent 4 ou 5 leucines tous les 7 acides amines. 
Cette periodicite permet la localisation des leucines a peu pres a la meme 
position sur I'helice a. La dimerisation est sous tsndue par des interactions 

5 hydrophobes entre les chaines laterales des leucines de deux domaines 
zipper contigus (Vogt et al., Trends In Bioch. Science 14 (1989) 172). Les 
domaines SH2 sont connus pour interagir avec des sequences peptidiques 
spec'rfiques phosphorylees en tyrosine. Les domaines SH3 peuvent etre 
utilises pour former un oligomere avec tout transactivateur ou complexe 

10 transactivateur comportant le peptide riche en proline correspondant 
(Pawson et al., Current Biology 3 (1993) 434). On peut egalement utiliser des 
regions de proteines connues pour induire une oligomerisation, telles que 
notamment la region C-terminale de la proteine p53. Utilisation de cette 
region permet de recruter de maniere selective les proteines p53 presentes 

15 dans une cellule. On utilise preferentiellement dans le cadre de I'invention 
une region de p53 comprise entre les acides amines 320-393 (SEQ ID n° 3), 
302-360 ou 302-390. 

Parmi les domaines synthetiques ou naturels connus pour interagir 
avec la molecule comportant I'element transactivateur cible, on peut citer par 
20 exemple la region de la proteine MDM2 interagissant avec la proteine p531 
Ce type de construction permet ainsi de recruter comme transactivateur la 
proteine p53 sauvage ou mutee. 

Un domaine de liaison specifique au transactivateur transcriptionnel 
prefere de I'invention est constitue par un anticorps ou un fragment ou derive 

25 d'anticorps. Les fragments ou derives d'anticorps sont par exemple les 
fragments Fab ou F(ab)'2, les regions VH ou VL d'un anticorps ou encore 
des anticorps simple chaine (ScFv) comprenant une region VH liee a une 
region VL par un bras. Ce type de domaine est particulierement avantageux 
puisqu'il peut etre dirige contre toute molecule. 

30 Les anticorps, molecules de la superfamille des immunoglobulines, 

sont constitu6s de differentes chaines (2 lourdes (H) et 2 legeres (D) elles 
memes composees de differents domaines (domaine variable (V) domaine 
de jonction (J), etc). Le domaine de liaison au transactivateur ou complexe 
transactivateur present dans les molecules de I'invention est 
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avantageusement constitue d'un fragment ou derive d'anticorps comprenant 
au moins le site de liaison de I'antigene. Ce fragment peut etre soit le 
domaine variable d'un chaine legere (V|_) ou lourde (Vh), eventuellement 
sous forme de fragment Fab ou F(ab')2 ou, preferentiellement, sous forme 
d'anticorps simple chaine (ScFv). Les anticorps simple chaine utilises pour la 
construction des molecules de invention sont constitues d'un peptide 
correspondent au site de liaison de la region variable de la chaine legere d'un 
anticorps relie par un bras peptidique a un peptide correspondant au site de 
liaison de la region variable de la chaine lourde d'un anticorps. La 
construction de sequences d'acides nucleiques codant pour de tels anticorps 
modifies selon I'invention a ete decrite par exemple dans le brevet 
US4.946.778 ou dans les demandes WO94/02610, W094/29446. Elle est 
illustree dans les exemples. 

Une construction preferee selon la presente invention comprend un 
domaine de liaison a une proteine p53. II s'agit plus preferentiellement d'un 
deriv6 d'anticorps dirige contre une proteine p53. Un mode de r6alisation 
particulier est constitue par un anticorps simple chaine dirige contre p53. A 
titre d'exemple particulier, on utilise le ScFv de sequence SEQ ID n° 4 dont la 
construction est decrite dans les exemples. 

Le domaine de liaison a I'ADN et le domaine de liaison au 
transactivateur sont generalement relies entre eux par I'intermediaire d'un 
bras. Ce bras est generalement constitue d'un peptide conferant une 
flexibility suffisante pour que les deux domaines des molecules de I'invention 
puissent etre fonctionnels de maniere autonome. Ce peptide est 
generalement compose d'acides amines non charges, n'interferant pas avec 
I'activite des molecules de I'invention, tels que par exemple la glycine, la 
serine, le tryptophane, la lysine ou la proline. Le bras comprend 
generalement de 5 a 30 acides amines et, de preference, de 5 a 20 acides 
amines. Des exemples de bras peptidiques utilisables pour la construction 
des molecules de I'invention sont par exemple : 

- GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID n° 5) 

. PKPSTPPGSS (SEQ ID n° 6) dont la sequence codante est 
CCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCA (SEQ ID n° 6). 
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Des exemples pr6f6r6s de molecule selon I'invention sont notamment 
les molecules suivantes : 

a) ScFv-tag-Hinge-TET ou Cro (Figure 5A) 
Ce type de molecule comporte : 

5 - un domaine de liaison & un transactivateur constitu6 d'un anticorps 

simple chaine, 

- une sequence peptidique tag reconnue par un anticorps monoclonal 
permettant la detection immunologique de la molecule. Cette sequence peut 
§tre par exemple l'6pitope VSV de sequence MNRLGK (SEQ ID n° 7) dont la 

10 s6quence codante est ATGAACCGGCTGGGCAAG (SEQ ID n° 7), ou 
l'6pitope myc de sequence EQKLISEEDLN (SEQ ID n° 8) dont la sequence 
codante est GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT (SEQ ID n° 
8), reconnu par I'anticorps 9E10. 

- un bras peptidique de sequence SEQ ID n° 6 (Hinge) et 

15 - un domaine de liaison & I'ADN constitu§ de la proline TET ou Cro. 

Pr6f6rentiellement, le ScFv est dirig6 contre une proline p53. 

b) ScFv-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) 

Ce type de mol6cule comporte les m§mes 6l6ments que la molecule 

a) & I'exception de la sequence tag qui est absente. 
20 c) ScFv-TET ou Cro (Figure 5C) 

Ce type de molecule comporte simplement un domaine de liaison k 
un transactivateur constitu6 d'un anticorps simple chaine et un domaine de 
liaison £ I'ADN constitu6 de la proteine TET ou Cro. II ne comporte ni bras, ni 
sequence tag. Dans cette construction, le domaine de liaison au 
25 transactivateur est localise dans la partie N-terminale de la mol6cule et le 
domaine de liaison k PADN dans la partie C-terminale. 

d) TET ou Cro-ScFv (Figure 5D) 

Ce type de molecule est similaire au type c) ci-dessus. La difference 
r6side essentiellement dans Tagencement des domaines : le domaine cle 
30 liaison au transactivateur est rnaintenant localise dans la partie C-terminale 
de la molecule et le domaine de liaison & I'ADN dans la partie N-terminale. 

e) TET ou Cro-Hinge-ScFv (Figure 5E) 

Ce type de molecule comporte les mgmes elements que la molecule 

b) ci-dessus. La difference reside essentiellement dans I'agencement des 
35 domaines : le domaine de liaison au transactivateur est rnaintenant localise 
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dans la partie C-terminale de la molecule et le domaine de liaison a I'ADN 
dans la partie N-terminale. 

f) Oligom-tag-Hinge-TET ou Cro (Figure 5A) 

Ce type de molecule est semblable au type a), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. Cette molecule 
permet de recruter les proteines p53 mutees apparaissant dans les cellules 

tumorales. 

g) Oligom-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) 

Ce type de molecule est semblable au type b), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

h) Oligom-TET ou Cro (Figure 5C) 

Ce type de molecule est semblable au type c), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

i) TET ou Cro-Oligom (Figure 5D) 

Ce type de molecule est semblable au type d), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

j) TET ou Cro-Hinge-Oligom (Figure 5E) 

Ce type de molecule est semblable au type e), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

Par ailleurs, dans chacune de ces molecules, le bras peptidique peut 
etre ais6ment remplace par la sequence (G4S)3 (SEQ ID n° 5). 

Un autre objet de la presente invention reside dans une sequence 
d'acide nucleique codant pour une molecule chimerique telle que definie ci- 
avant. II s'agit avantageusement d'une sequence d'ADN, notamment d'ADNc. 
II peut egalement s'agir d'un ARN. Les sequences de I'invention sont 
generalement construites par assemblage, au sein d'un vecteur de clonage, 
des sequences codant pour les differents domaines selon les techniques 
classiques de la biologie moleculaire. Les sequences d'acides nucleiques de 
I'invention peuvent eventuellement etre modifiees par voie chimique, 
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enzymatique ou g6n6tique, en vue cle g6n6rer des domaines stabilis6s, et/ou 
rnultifonctionnels, et/ou de taille r6duite, et/ou dans le but de favoriser leur 
localisation dans tel ou tel compartiment intracellular. Ainsi, les s6quences 
d'acides nucteiques de ('invention peuvent comprendre des s6quences 
5 codant pour des peptides de localisation nucl6aire (NLS). En particulier, il est 
possible de fusionner les sequences de I'invention avec la sequence codant 
pour le NLS du virus SV40, dont la s6quence peptidique est la suivante : 
PKKKRKV (SEQ ID n° 9) (Kalderon et al, Cell 39 (1984) 499). 

Les sequences nucleiques selon I'invention font avantageusement 
10 partie d'un vecteur d'expression, qui peut 6tre de nature plasmidique ou 
virale. 

Un autre objet de la pr6sente invention r6side dans une proline de 
fusion comprenant un domaine transactivateur transcriptionnel et un domaine 
de liaison sp6cifique & une molecule donn6e, 6ventuellernent reli6s par un 
15 bras peptidique, ainsi que toute sequence d'acide nucl6ique codant pour une 
telle fusion. Le domaine transactivateur peut etre issu de toute proline 
transactivateur transcriptionnel, tel que p53, VP16, EBNA, E6/E7, Tat, etc. 

Un autre objet de I'invention consiste en un systeme conditionnel 
d'expression de gdnes comprenant : 

20 - une mol6cule chim6rique telle que d6finie ci-avant et 

- une cassette d'expression comportant une sequence r§gulatrice, un 
promoteur transcriptionnel minimal et ledit g§ne. 

La cassette d'expression contient les 6l§ments n6cessaires & 
Tactivation de I'expression du g§ne par le transactivateur ou complexe 

25 transactivateur recrut6 par la molecule bisp6cifique. Ainsi, la s6quence 
r6gulatrice est la sequence de liaison & I'ADN de la molecule chimferique 
exprim6e. Lorsque le domaine de liaison a I'ADN de la molecule chim6rique 
est represents par tout ou partie de TetR, la sequence r§gulatrice comprend 
la sequence SEQ ID n° 1 ou un derive de celle-ci, §ventuellement r6p6t6e 

30 plusieurs fois. II s'agit pr6ferentiellement de la sequence op2 (comprenant 2 
motifs Tetop r6p6tes) ou Op7 (comportant 7 motifs Tetop repetes telle que 
dScrite par exemple dans Weinmann et al M The Plant Journal 5 (1994) 559). 
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De meme, lorsque le domaine de liaison a I'ADN de la molecule chimerique 
est represents par tout ou partie de Cro, la sequence regulatrice comprend la 
sequence SEQ ID n° 2 ou un derive de celle-ci, eventuellement repetee 
plusieurs fois. II s'agit preferentiellement de la sequence OR3. Les derives 
des sequences SEQ ID n° 1 et 2 peuvent etre toute sequence obtenue par 
modification de nature genetique (mutation, deletion, addition, repetition etc) 
et conservant la capacite de lier specifiquement une proteine. De tels derives 
ont ete decrits dans la litterature (Baumeister et al precitee, Tovar et al Mol 
Gen. Genet. 21 5 (1 988) 76, WO94/04672). 

Concernant le promoteur transcriptionnel minimal, il s'agit d'un 
promoteur dont I'activite depend de la presence d'un transactivateur. De ce 
fait, en ('absence de la molecule chimerique, le promoteur est inactif et le 
gene n'est pas ou peu exprime. En revanche, en presence de la molecule 
ch.mer.que, le transactivateur ou complexe transactivateur recrute permet 
d'mduire I'activite du promoteur minimal et ainsi I'expression du gene 
d'.nteret. Le promoteur minimal est constitue generalement d'une boite TATA 
ou INR. Ces elements sont en effet les elements minimum necessaires a 
I'expression d'un gene en presence d'un transactivateur. Le promoteur 
minimal peut etre prepare a partir de tout promoteur par modification 
genet.que. A titre d'exemple prefere de promoteur candidat on peut citer le 
promoteur du gene de la thymidine kinase. Des resultats interessants ont 
plus precisement ete obtenus avec un promoteur minimal derivant du 
promoteur TK compose des nucleotides -37 a + 19. Le promoteur minimal 
peut egalement deriver du CMV humain. En particulier, il peut etre constitue 
du fragment compris entre les nucleotides -53 a +75 ou -31 a +75 du CMV 
Tout promoteur conventionnel peut toutefois etre utilise tel que par exemple 
le promoteur des genes codant pour la chloramphenicol acetyle transferase 
la |3-galactosidase ou encore la lucif erase. 

La cassette depression est avantageusement constitute des 
30 elements suivants : 

- Comme sequence regulatrice, une sequence comprenant la 
sequence SEQ ID n° 1 ou 2 ou un derive de celles-ci, eventuellement 
repetee plusieurs fois, 
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- Comme promoteur minimal, un promoteur d6riv6 du promoteur du 
gene de la thymidine kinase (TK), 

- une sequence codante d'interfet 

Encore plus pr6f6rentiellement, le promoteur minimal est constitue de 
la region -37 & +19 du promoteur du g£ne de la thymidine kinase. 

Avantageusement, la cassette d'expression est choisie parmi les 
cassettes de structure Tetop2.TK-G6ne; Tetop7.TK-G$ne et OR3.TK-G6ne. 

Un autre aspect de I'invention reside dans un vecteur depression 
comprenant une sequence d'acides nucieique codant pour une molecule 
chimerique et une cassette depression telles que definies ci-avant. Dans les 
vecteurs de I'invention, la sequence d'acides nucieiques codant pour la 
molecule chim6rique et la cassette d'expression peuvent etre ins6r6es dans 
la meme orientation ou dans les orientations oppos6es. Par ailleurs, le 
vecteur peut etre de nature plasmidique ou virale. 

Parmi les vecteurs viraux, on peut citer plus pr6f6rentiellement les 
adenovirus, les retrovirus, les virus de I'herpes ou encore les virus ad6no 
associ6s. Les virus selon la presente invention sont defectifs, c'est-^-dire 
incapables de se r6pliquer de tagon autonome dans la cellule cible. 
G6n6ralement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la 
presente invention est done depourvu au moins des sequences n6cessaires 
a la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre 
soit 6limin6es (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit 
substitu6es par d'autres sequences et notamment par les sequences de 
I'invention. Preterentiellement, le virus d6fectif conserve n6anmoins les 
sequences de son genome qui sont necessaires & I'encapsidation des 
particules virales. 

S'agissant plus particulierement d'ad6novirus, diff6rents serotypes, 
dont la structure et les proprietes varient quelque peu, ont 6t6 
caracterises. Parmi ces serotypes, on pr6f£re utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 
ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi 
les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
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invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1, Beard et aL, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, I'adenovirus 
d'origine animate est un adenovirus canin, plus preferentiellement un 
adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, le g6nome des adenovirus recombinants de 
I'invention comprend au moins les ITR et la region d'encapsidation d'un 
ad6novirus, et la sequence d'acides nucleiques codant pour une molecule 
chimerique et une cassette d'expression telles que definies ci-avant. Plus 
preferentiellement, dans le genome des adenovirus de I'invention, la 
region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral considere peut 
etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de I'homme du 
metier, et notamment par suppression totale, substitution (par exemple par 
les sequences de I'invention), deletion partielle, ou addition d'une ou 
plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles modifications 
peuvent etre obtenues in vitro (sur de I'ADN isole) ou in situ, par exemple, 
au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par traitement 
au moyen d'agents mutagenes. D'autres r6gions peuvent egalement etre 
modifiees, et notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), 
E4 (W094/28152, W094/12649, WO95/02697) et L5 (WO95/02697) . 
Selon un mode prefere de mise en oeuvre, 1'adenovirus selon I'invention 
comprend une deletion dans les regions E1 et E4. Selon un autre mode de 
realisation prefere, il comprend une deletion dans region E1 au niveau de 
laquelle sont inserees la region E4 et les sequences de I'invention (Cf 
FR94 13355). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent 
etre prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero 
et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 
2917). En particulier, ils peuvent etre prepares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre les 
sequences d'ADN de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette d'expression). La recombinaison homologue se 
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produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 
lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference 
(i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de I'adsncvirus defectif, 
de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee 
de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche 
du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capables de 
complementer les fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans 
les demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et 
purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a 
ADN de taille relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des 
cellules qu'ils infectent, de maniere stable et site-specif ique. lis sont 
capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la 
croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs, ils 
ne semblent pas impliques dans des pathologies chez I'homme. Le 
genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee 
inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour 
le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant 
les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le 
gene rep implique dans la replication virale et I'expression des genes 
viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap codant pour les 
proteines de capside du virus. 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de 
genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment 
WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.1 39,941, EP 488 528). 
Ces demandes decrivent differentes constructions derivees des AAV, dans 
lesquelles les genes rep et/ou cap sont d6letes et remplaces par un gene 
d'inter£t, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) 
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ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene d'interet. Les AAV 
recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre prepares par co- 
transfection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire 
humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant les 
sequences nucleiques de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette d'expression) bordee de deux regions repetees 
inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation 
(genes rep et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de I'herpes et les retrovirus, la construction 
de vecteurs recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir 
notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, 
EP1 78220, Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick, 
BioTechnology 3 (1985) 689, etc. 

En particulier, les retrovirus sont des virus integrals, infectant 
selectivement les cellules en division, lis constituent done des vecteurs 
d'interet pour des applications cancer. Le genome des retrovirus 
comprend essentiellement deux LTR, une sequence d'encapsidation et 
trois regions codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants 
derives des retrovirus, les genes gag, pol et env sont generalement 
deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une sequence d'acide 
nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a partir 
de differents types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine 
moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV ("murine 
moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV 
("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus 
de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants selon I'invention, un 
plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et 
les sequences de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette d'expression) est generalement construit, puis 
utilise pour transfecter une lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable 
d'apporter en trans les tonctions retrovirales deficientes dans le plasmide. 
Generalement, les lignees d'encapsidation sont done capables d'exprimer 
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les genes gag, pol et en v. De telles lign§es cTencapsidation ont 6t6 
d6crites dans Tart anterieur, et notamrnent la Iign6e PA317 (US4,861 ,719); 
la Iign6e PsiCRIP (WO90/02806) et la Iign6e GP+envAm-12 
(VVOS9/07150). Par ai!leurs = les retrovirus recombinants peuvent 

5 comporter des modifications au niveau des LTR pour supprimer Tactivite 
transcriptionnelle, ainsi que des sequences d'encapsidation etendues, 
comportant une partie du gene gag (Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 
1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite purifies par des 
techniques classiques. 

10 Un exemple de construction d'un virus recombinant defectif selon 

Tinvention (retrovirus) est d6crit sur la figure 8. Cette figure souligne un 
deuxieme avantage des constructions selon Tinvention qui reside dans 
Tabsence depression du gene d'interet dans les Iign6es d'encapsidation. 
Ces Iign6es 6tant depourvues du transactivateur ou complexe 

15 transactivateur recrute par le systeme de Tinvention, le promoteur est 
inactif et le gene n'est pas exprime dans la cellule de production (figure 
8A). Ce n'est que lorsque le virus a effectivement infecte une cellule cible, 
c'est-&-dire une cellule dans laquelle est present le transactivateur ou 
complexe transactivateur recrute par le systeme de Tinvention, que le 

20 g6ne est effectivement exprime (Figure 8B). Ceci est particulierement 
avantageux pour la construction de virus contenant des genes dont 
Texpression serait toxique pour les cellules (genes Grb3-3, IL-2, Toxine 
diphterique, etc). 

25 Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 

particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
recombinant d6fectif. Ces vecteurs possedent en effet des propri6t6s 
particulierement interessantes pour le transfert de genes dans les cellules 
tumorales. 

30 

Differents types de vecteurs non-viraux peuvent egalement etre 
utilises dans le cadre de Tinvention. Le systeme d'expression conditionnel 
selon Tinvention peut en effet etre incorpore dans un agent non viral 
capable de promouvoir le transfert et Texpression d'acides nucl6iques 
35 dans des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou biochimiques 
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represented une alternative interessante aux virus naturels en particulier 
pour des raisons de commodite, de securite et egalement par I'absence de 
limite theorique en ce qui concerne la taille de I'ADN a transfecter. 

Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principales, 
compacter I'acide nucleique a transfecter et promouvoir sa fixation 
cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le 
cas echeant, les deux membranes nucleates. Pour pallier a la nature 
polyanionique des acides nucleiques, les vecteurs non viraux possedent 
tous des charges polycationiques. 

Parmi les vecteurs synthetiques developpes, les polymeres 
cationiques de type polylysine, (LKLK)n, (LKKL)n, polyethylene immine et 
DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants sont les 
plus avantageux. lis possedent la propriete de condenser I'ADN et de 
promouvoir son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces 
derniers, on peut citer les lipopolyamines (lipofectamine, transfectam, etc) 
et differents lipides cationiques ou neutres (DOTMA, DOGS, DOPE, etc). 
Plus recemment, il a ete developpe le concept de la transfection ciblee, 
mediee par un recepteur, qui met a profit le principe de condenser I'ADN 
grace au polymere cationique tout en dirigeant la fixation du complexe a la 
membrane grace a un couplage chimique entre le polymere cationique et 
le ligand d'un recepteur membranaire, present a la surface du type 
cellulaire que Ton veut greffer. Le ciblage du recepteur a la transferrine, a 
I'insuline ou du recepteur des asialoglycoproteines des hepatocytes a ainsi 
ete decrit. 

La presente invention a egalement pour objet toute composition 
pharmaceutique comprenant un vecteur tei que defini ci-avant. Ces 
compositions peuvent etre formulees en vue d'une administration par voie 
topique, orale, parenterals intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous- 
cutanee, intraoculaire, etc. Preferentiellement, la composition selon 
I'invention contient des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une 
formulation injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 
ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou 
de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le 
cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
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solutes injectables. S'agissant des r6trovirus, ils peut §tre avantageux 
d'utiliser directement les cellules d'encapsidation ou des cellules infectees ex 
vivo en vue de leur r6implantation in vivo, 6ventuellement sous forme de n6o- 
organes (WOS4/24298). 

5 Les doses de vecteur utilis6es pour I'injection peuvent Stre 

adaptees en fonction de differents paramStres, et notarnment en fonction 
du mode d'administration utilis§, de la pathologie concern6e ou encore de 
la dur6e du traitement recherch6e. D'une manfere g§n6rale, les virus 
recombinants selon ('invention sont formulas et administr6s sous forme de 

10 doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml. Pour les AAV et les 
ad6novirus, des doses de 10 6 & 10 10 pfu/ml peuvent 6galement etre 
utilises. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une suspension de virions, et est d6termin6 par infection d'une 
culture cellulaire appropri6e, et mesure, gen6ralement apr6s 48 heures, 

15 du nombre de plages de cellules infect6es. Les techniques de 
determination du titre pfu d'une solution virale sont bien document6es 
dans la Iitt6rature. 

Le systeme depression selon I'invention et les vecteurs 

20 correspondants sont particuli6rement utiles pour controler Texpression de 
g6nes d'interet dans le cadre de therapies cellulaire ou g6nique. lis 
peuvent ainsi §tre utilises pour controler I'expression de toute sequence 
codante d'interet, et notarnment d'une s6quence codant pour un produit 
th§rapeutique, qu'il s'agisse d'un peptide, polypeptide, prot6ine, acide 

25 ribonucl6iques, etc. Plus particuliSrement, le g6ne est une s6quence 
d'ADN (ADNc, ADNg, ADN synth6tique, humain,animal, v6g6tal, etc) 
codant pour un produit prot6ique tel que des enzymes, les d6riv6s 
sanguins, les hormones, les lymphokines : interleukines, interferons, TNF, 
etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou 

30 leurs pr6curseurs ou enzymes de synthase, les facteurs trophiques : 
BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; les 
apolipoproteines : ApoAl, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la 
dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), les g§nes 
suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, Rap1A f DCC, k-rev, etc (FR 93 

35 04745), les gdnes codant pour des facteurs impliqu6s dans la coagulation 
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: Facteurs VII, VIII, IX, etc, ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline 
naturelle ou artificielle (Fab, ScFv, etc), un ARN ligand (W091/19813) etc. 

Le gene d'interet peut egalement etre une sequence antisens, 
dont I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent 
par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN 
complementaires d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en 
proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 140 308. 

La presente invention est particulierement adaptee a I'expression 
de sequences codant pour des facteurs toxiques. II peut s'agir en 
particulier de poisons pour les cellules (toxine diphterique, toxine 
pseudomonas, Heine A, etc) de produit induisant une sensibilite a un agent 
externe (genes suicides :Thymidine kinase, cytosine desaminase, etc) ou 
encore de genes tueurs capables d'induire la mort cellulaire (Grb3-3 
(PCT/FR94/00542), ScFv anti-ras (W094/29446), etc). Le systeme de 
I'invention permet en effet de produire des vecteurs notamment viraux 
contenant ces sequences sans toxicite pour les cellules de production, 
puis ensuite d'induire I'expression de ces molecules toxiques 
selectivement dans des cellules cibles presentant le transactivateur ou 
complexe transactivateur desire. Ce type de construction est done 
particulierement adapte a des strategies de therapies antitumorales par 
exemple, dans lesquelles I'objectif est de detruire selectivement les 
cellules affectees. Ce systeme est egalement particulierement interessant 
pour I'expression de cytokines, interferons, TNF ou TGF par exemple, dont 
une production incontrdlee peut avoir des effets secondaires tres 
marques. 

La presente demande sera decrite plus en detail a I'aide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

Leaende des Figures 

Figure 1; Representation du systeme depression conditionnel selon 
I'invention permettant le recrutement selectif d'un transactivateur au moyen 
d'un domaine d'oligomerisation (A) ou d'un ScFv (B). 
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Figure 2: Representation du systeme d'expression conditionnel selon 
I'invention permettant le recrutement selectif d'un complexe transactivateur. 
Figure 3: Representation d'une cassette d'expression selon I'invention 
comportant une sequence regulatrice Tetop7 i un promoteur minimal (boite 
5 TATA) et un gene (CAT). 

Fi gure 4: Representation d'une cassette d'expression selon I'invention 
comportant une sequence regulatrice OR3, un promoteur minimal (boite 
TATA) et un gene (CAT). 

Figure 5: Repr6sentation de molecules chimeriques bispecifiques selon 
10 I'invention. 

Figure 6: Construction de sequences d'ADN codant pour des molecules 
chimeriques bispecifiques selon I'invention. 
Figure 7: Representation de constructions chim6riques controle. 
Figure 8: Structure et fonctionnement d'un vecteur viral (retrovirus) selon 
15 I'invention. 

Techniques generates de Bioloaie Moleculaire 

Les methodes classiques de biologie moleculaires telles que la 
centrifugation d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium-bromure 
20 d'ethidium, les digestions par les enzymes de restriction, I'electrophorese sur 
gel.la transformation dans £.c_oJi, la precipitation des acides nucleiques etc, 
sont decrites dans la litterature (Maniatis el aj.,1 989). 

Les enzymes ont ete fournies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 
Pour les ligatures les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des 
25 gels d'agarose de 0,8 a 1,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, LaJolla CA) 
et incubes de nuit a 14°C dans un tampon Tris-HCI pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 
mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase du phage T4. 

L'amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a egalement 
ete realisee selon Maniatis ejaj., 1989, avec les specifications suivantes : 
30 -Concentration en MgCl2 portee a 8mM. 

-Temperature de denaturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, 
temperature d'allongement 72°C. Ce cycle a ete repete 25 fois dans un 
PE9600 Thermalcycler (Perkin Elmer, Norwalk CO). 

Les oligonucleotides sont synthetises en utilisant la chimie des 
35 phosphoramidites proteges en 13 par un groupement cyanoethyl, (Sinha si 
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al.,1984, Giles 1985), avec le synthetiseur automatique d'ADN Applied 
Biosystem rnodeie 394, (Applied Biosystem, Foster City CA), selon les 
reconnmandations du fabricant. 

Le s6quencage a 6t6 6ffectu6 sur des matrices double-brin par la 
5 methode de terminaison de chaTnes en utilisant des amorces fluorescentes. 
Nous avons utilise le kit se s6quencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied 
Biosystem (Applied Biosystem, Foster City CA) selon les specifications du 
fabricant. 

Exemoles 

10 

Exemole 1 : Construction de cassettes de pression comportant une 
sequence de regulation, un promoteur t ranscriotionnel minimal et un Qdne, 

1.1. Construction du plasmide pTETop7/CAT 

15 

Le plasmide pTETop7/CAT contient les elements suivants (Figure 3) : 

- Une sequence de regulation constitu6e d'une sequence d'interaction 
avec le r6presseur tetracycline tetR compos6e de 7 motifs Tetop (SEQ ID n° 
1) r6p6t6s; 

20 - un promoteur minimal derive du promoteur du gene de la thymidine 

kinase (region -37 & + 19 portant la boite TATA); 

- la sequence codant pour la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) 
sous contrdle dudit promoteur minimal. 

Ce plasmide a ete construit par clonage du fragment Smal-Bglll du 
25 plasmide pUHD10-7 (W094/29442) dans le plasmide pKK232-8 (Pharmacia) 
prealablement digere par Smal et BarnHI. 

1.2. Construction du plasmide pOR3/CAT 

30 Le plasmide pOR3/CAT contient les elements suivants (Figure 4) : 

- Une sequence de regulation constitu6e d'une sequence OR3 
d'interaction avec le represseur Cro (SEQ ID n° 2); 

- un promoteur minimal derive du promoteur du gene de la thymidine 
kinase (region -37 & + 19 portant la boite TATA); 
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- la sequence codant pour la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) 
sous controle dudit promoteur minimal. 

Ce plasmide a 6t6 construit de la rnanfere suivante : La sequence OR3 
dlnteraction avec le represseur Grc a ete synth6tis6e artificiellement. Pour 
5 cela, les deux oligonucleotides suivants ont et6 synth6tis6s : 

Oligo 5533 (SEQ ID n° 22) : S'-GATCCTATCACCGCAAGGGATAA-S' 

Oligo 5534 (SEQ ID n° 23) : 3'-GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA-5' 

Ces deux oligonucleotides ont ensuite 6t6 hybrid6s pour reconstituer 
10 la sequence double brin OR3 bordee de sequences permettant son clonage 
oriente comme suit : 

GATCCTATCACCGCAAGGGATAA 

GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA 
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1.3. Construction de cassettes d'expression de genes toxiques 



Les cassettes d'expression de genes toxiques sont obtenues & partie 
des plasmides decrits ci-dessus (1.1. et 1.2.) par remplacement de la 
20 sequence CAT par la sequence codant pour le produit toxique, de preference 
le gene Grb3-3 (PCT/FR94/00542), le gene de la thymidine kinase, le g6ne 
codant pour la toxine dipht6rique ou pseudomonas, etc. 



Exemple 2 : Construction d'un anticorps simple chaine sp6cifiaue de d53 

25 

Cet anticorps simple chaine a 6t6 construit selon le protocole suivant : 
- Les cDNA codant pour les regions VH et VL ont et6 obtenus a partir 
de Thybridome pAb421 produisant un anticorps anti-p53. Pour cela, les ARN 
totaux de I'hybridome ont 6t6 extraits et soumis & une reaction de 

30 transcription inverse en utilisant des hexameres random comme amorces, 
^utilisation de ce type d'arnorce permet d'6viter Temploi d'amorces 
specifiques des immunoglobulines. Les clones d'ADNc obtenus ont une 
longueur suffisante pour doner les regions V. Toutefois, dans la mesure ou 
ils repr6sentent une faible fraction des cDNA totaux presents, une reaction 

35 prealable d'amplification doit etre realisee pour produire suffisamment de 
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DNA pour le clonage. Pour cela, les ADNc codant pour les regions VH et VL 
ont ete amplifies separement. Les amorces utilisees sont des 
oligonucleotides hybridant au niveau des extremites opposees des regions 
variables de chaque chaine (H et L). Le produit d'amplification utilisant les 
amorces specifiques des chaines lourdes est un fragment de 340 paires de 
bases environ. Le produit d'amplification utilisant les amorces specifiques des 
chaines legeres est un fragment de 325 paires de bases environ. 

- Apres purification, les ADNc codant pour les regions VH et VL de 
I'anticorps ont ete assembles en une chaine unique au moyen d'un bras 
nucleotidique (L). Le bras nucleotidique a ete construit de telle sorte que 
Tune des extremites se lie a I'extremite 3' de I'ADNc codant pour la region VH 
et I'autre a I'extremite 5' de I'ADNc codant pour la region VL La sequence du 
bras code pour le peptide SEQ ID n° 5. La sequence assemblee de 700 pb 
environ contient, sous forme d'un fragment Ncol-Notl, I'enchainement VH-L- 
VL dont la sequence est representee SEQ ID n° 4 (acides amines 9 a 241). 
Cette sequence inclut egalement en C-terminal la sequence tag de myc 
(residus 256 a 266). 

Exempts 3 ; Construction de sequences d'acides miniu m ™ r .n^nt P ^, r ^ 
molecules , ohimerjques hjspe cifiaues co n te nt un dom^ rie i iaiRnn A m 

IransaCtiVf^teur COnstitlie d'un antirnrp s simnlf» rhaigo ( R ^Fx/) 

3.1. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv-myc- 
Hinge-TetR ou Cro (Figures 5A et 6) 

Le fragment Ncol-Notl contenant I'ADNc codant pour le ScFv anti-p53 
a tout d'abord ete clone dans un plasmide de type pUC19. La sequence 
codant pour ('epitope VSV (SEQ ID n° 7) ou myc (SEQ ID n° 8) est inseree 
en aval du fragment (Figure 6). 

Les sequences codant pour les proteines TetR et Cro ont ensuite ete 
obtenues comme suit : 

- La sequence codant pour TetR a ete obtenue par amplification a 
partir d'un plasmide matrice portant la sequence tetR au moyen des 
oligonucleotides suivants : 

Oligo 5474 (SEQ ID n° 1 0) : 
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GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG 
TGG ATCCATGTCC AG ATTAG ATAAAAGT AAAG 
Oligo 5475 (SEQ ID n° 11) : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGGGACGCAGTTTGACATTT 
5 AAGTTG 

Ces oligonucleotides apportent egalement la sequence codant pour le 
bras peptidique Hinge reliant les deux domaines fonctionnels de la 
molecules. 

Le fragment amplifie contient done la sequence codant pour le bras 
10 peptidique et pour le domaine de liaison a I'ADN tetR. Ce fragment a ete 
clone aux sites Xbal-EcoRI du plasmide obtenu ci-dessus pour gen6rer un 
plasmide contant la sequence codant pour la molecule ScFv-myc-Hinge-TetR 
(Figure 6). 

- La sequence codant pour Cro a ete obtenue par amplification sur 
15 une matrice d'ADN du bacteriophage Lambda au moyen des oligonucleotides 
suivants : 

Oligo 5531 (SEQ ID n° 12) : 

GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG 
TGG ATCCATGG AACAACGC ATAACCCTG AAAG 
20 Oligo 5532 (SEQ ID n° 13) : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGTGCTGTTG I Mill IGTT 
ACTCGG 

Ces oligonucl6otides apportent 6galement la s6quence codant pour le 
bras peptidique Hinge reliant les deux domaines fonctionnels de la 
25 molecules. 

Le fragment amplifte contient done la s6quence codant pour le bras 
peptidique et pour le domaine de liaison & TADN Cro. Ce fragment a 6t6 
clon§ aux sites Xbal-EcoRI du plasmide obtenu ci-dessus pour g§n6rer un 
plasmide contant la sequence codant pour la molecule ScFv-myc-Hinge-Cro 
30 (Figure 6). 

3.2. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv- 
Hinge-TetR ou Cro (Figure 5B) 
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Cet exemple d6crit la construction de plasmides portant une sequence 
codant pour une molecule chimferique bisp6cifique selon Hnvention 
d6pourvue de sequence tag. 

Ces plasmides ont 6t§ obtenus & partir des plasmides d6crits en 3.1. 
5 ci-avant par digestion par les enzymes Notl et Xbal. Cette digestion permet 
d'exciser le fragment portant la region codant pour le tag myc. 

3.3. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv-TetR 
ou Cro (Figure 5C) 

10 Cet exemple d§crit la construction de plasmides portant une sequence 

codant pour une molecule chim6rique bisp6cifique selon Hnvention 

d6pourvue de bras et de sequence tag. 

Ces plasmides ont 6t§ obtenus & partir des plasmides d6crits en 3.1. 

ci-avant par digestion par les enzymes Notl et BamHI. Cette digestion permet 
15 d'exciser le fragment portant la region codant pour le tag myc et pour le bras 

peptidique Hinge. 



Exemnle 4 : Construction de sequence s d'acides nuclfeiaues codant pour des 
mnterutes chim6riaues bisp6cifiaues nontant un domaine de liaison a un 
20 transactivateur constitu e d'un domains d'oliaomSrisation. 

4.1. Clonage de la region d'oligom6risation de la prot6ine p53 
(fragment 320-393). 

L'ADNc codant pour la region d'oligom6risation de la proteine p53 
25 (SEQ ID n° 3) a 6t6 obtenu par amplification par PCR sur un plasmide 
portant le cDNA de la p53 sauvage humaine & I'aide des oligonucleotides 
suivants : 

Oligo 5535 (SEQ ID n° 14): 

CAGG CCATGG CATGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 
30 (la partie soulign6e represente un site Ncol) 

Oligo 5536 (SEQ ID n° 15): 

nGTC GGATCCTCTAGAT GCGGCCGCGTCTGAGTCAGGCCCTTC 
(Partie soulignee : site BamHI; Double-soulign§ : site Xbal: Gras : site 

Notl). 

35 
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4.2. Les plasmides p53 320/393-myc-Hinge-TetR ou Cro (Figure 5A) 
ont ete obtenus par clonage du fragment amplifie ci-dessus sous forme d'un 
fragment Ncol-Notl dans les sites correspondants des plasmides decrits dans 
I'exemple 3.1. , en substitution de ia region codarst pour !e ScFv, 

5 

4.3. Les plasmides p53 320/393-Hinge-TetR ou Cro (Figure 5B) ont 
ete obtenus par clonage du fragment amplifie en 4.1. sous forme d'un 
fragment Ncol-Xbal dans les sites correspondants des plasmides decrits 
dans I'exemple 3.1. , en substitution de la region codant pour le ScFv et le 

10 tag. 

4.4. Les plasmides p53 320/393-TetR ou Cro (Figure 5C) ont ete 
obtenus par clonage du fragment amplifie en 4.1 . sous forme d'un fragment 
Ncol-BamHI dans les sites correspondants des plasmides decrits dans 

15 I'exemple 3.1. , en substitution de la region codant pour le ScFv, le tag et le 
Hinge. 

4.5. Les plasmides tetR ou Cro- p53 320/393 (Figure 5D) ou tetR ou 
Cro-Hinge-p53 320/393 (Figure 5E) ont ete obtenus par clonage de 

20 fragments amplifies par PCR sur un plasmide portant le cDNA de la p53 
humaine sauvage a I'aide des oligos 5537/5539 ou 5538/5539 digeres par 
Xhol/EcoRI dans les plasmides d6crits en 3.1. , prealablement digeres par 
Xhol/EcoRI. 

Oligo 5537 (SEQ ID n° 16) : 
25 CAGGCTCGAGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 
Oligo 5538 (SEQ ID n° 17) : 

CAGGCTCGAGCCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAAAGA 
AACCACTGGATGGAGAA 

Oligo 5539 (SEQ ID n° 18) : 
30 GGTCGAATTCGGGCCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 

Fxemple 5 : Construction d'un nlasmirie rontrfi le portant un sequence codant 
pour une moteoule chimeriaue comnortant un domaine de liaison a I'APN 
(TetR ou Cro) et le domaine transactivateur de la nroteine d53 (region 1-73). 

35 



30 



Les plasmides p53 1/73 - TetR ou Cro avec ou sans tag (myc ou VSV) et 
Hinge (Figures 7 A, B et C) ont ete obtenus par clonage de fragments 
amplifies par PCR a partir d'un plasmide portant le cDNA de la p53 sauvage 
humaine a I'aide des oligos 5661/5662 puis digeres par Ncol/Notl, Ncol/Xbal 
5 Ncol/BamHI dans les plasmides decrits en 3.1., prealablement digeres par 
Ncol/Notl, Ncol/Xbal ou Ncol/BamHI. 



Oligo5661 (SEQ ID n° 19) : 

CAGGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCC 
10 Oligo 5662 (SEQ ID n° 20) : 

CGTCGGATCCTCTAGATGCGGCCGCCACGGGGGGAGCAGCCTC 



TGG 
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SEQ ID n° 1 : 
TCTCT ATCACTGAT AG GG A 
SEQ ID n° 2 : 
TATCACCGCAAGGGATA 
SEQ ID n° 3 : 

KKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPGGSRAHSSHLiKSKKGQSTSRH 

KKLMFKTEGPDSD 

SEQ ID n° 4 : 



CTC GCG GCC 
leu ala ala 
61/21 

GAG TCA GGG 
glu ser gly 
121/41 
TAT ATG CAC 
tyr mat his 
181/61 



CAG_CCG 
"gin" pro 

GCC TCA 
ala ser 

TGG GTG 
trp val 



tf/j-r A^jr r- 3i/ii a: 

GCC ATG GCC KAG GTG AAA CTG CAG GAG 
ala Se"t~ala igln val lys leu gin glu 

I- 91/31 
GTC AAG TTG TCC TGC ACA GCT TCT GCC 
val lys leu aer eye thr ala ser gly 

151/S1 

AAG CAG AGG OCT GAA CAG GGC CTG GAG TGG ATT 
lye gin arg pro glu gin gly leu glu trp lie 

211/71 



TCA GGG 
ser gly 

TTC AAC 
phe asn 



GCA GAG CTT GTG 

ala glu leu val 

ATT AAA {GAC TAC 
ile lys asp tyr 



GGA 

gly 



CCT GAG XAT GGT 6aT ACT GAA TAT GCC CCG AAQ TTC CAG GGCj AAG GCC 

pro glu asn gly asp thr glu tyr ala pro lys phe gin glyj lys ala 



TGG 


ATT 


GAT 


trp 


ile 


asp 


ATG 


ACT 


GCA 


met 


thr 


ala 



241/81 

GAC ACA TCC 

asp thr ser 
301/101 
GTC TAT TAT 

val tyr tyr 
361/121 
ACC GTC TCC 
thr val ser 
421/141 
GTT TTG ATG 

val leu met 
481/161 



TCC AAT 

sar asn 

TGT AAT 

cys aen 



271/91 

ACA GCC TAC CTG CAG CTC AGC AGC 
thr ala tyr leu gin leu ser ser 

331/111 



CTG 
leu 



GCA TCT 
ala aer 



rrr (tag gg6 gXr" Gct" ttttS Gkd frACj tgg ggc caa 
phe tyr gly asp aia leu asp tyn trp gly gin 



TCA 
ser 



GGT GGA GGC GGT TCA GGC 



giy gly siy gly giy 



391/131 

GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG 

gly gly gly ser gly gly gly gly serj 



GAG GAC ACT GCC 
glu asp thr ala 

GGG ACC ACG^GTC 
gly thr thr' val ' 

AT 
ep 



ACC CAA ACT 

thr gin thr 



CCA CTC 
pro leu 



ACT TTG 
thr leu 



451/151 
TCG GTT 
ser val 
511/171 



ACC ATT GGA CAA CCA GCC TCC ATC 
thr ile gly gin pro ala aer ile 



[AAG 


TCA AGT CAG 


AGC CTC 


TTG 


GAT AGT GAT GGA AAG ACA 


TAT 


TTG AAT 




ser ser gin 


ser leu 


leu 


asp ser asp gly lys thr 


cyr. 


leu asn 



TGG TTG 
trp leu 



541/181 


















571/191 


TTA CAG 


AGG 


CCA 


GGC 


CAG 


TCT 


CCA 


AAG 


CGC 


CTA ATC 


leu gin 
601/201 


arg 


pro 


gly 


gin 


ser 


pro 


lya 


arg 


leu ila 
631/211 


GGA GTC 


CCT 


GAC 


AGG 


TTC 


ACT 


GGC 


AGT 


GGA 


TCA GGG 


gly val 
661/221 


pro 


asp 


arg 


phe 


thr 


gly 


aer 


gly 


aer gly 
691/231 


AGA GTG 


GAG 


GCT 


GAG 


GAT 


TTG 


GGA 


GTT 


TAT 


TAT TGC 


arg val 


glu 


ala 


glu 


asp 


leu 


gly 


val 


tyr 


tyr cys 


721/241 


















751/251 


roar] ttc 


GGT 


GCT 


GGG 


ACC 


AAG 


CTG 


GAG 


CTG 


KAh CGG 


thr J Phe 
781/261 


gly 


ala 


giy 


thr 


lys 


leu 


glu leu 


lys arg 
811/271 


TCA GAA UAC 


73AT 




AAT 


TAA 


TAA 


GAA TTC 
glu phe 


ACT GGC 


ser plu 




asp 


leu 


asni 




OCH 


thr gly 



TAT 
tyr 



CTG GTG TCT AAA CTG GAC TCT 



leu val ser lys leu aao ser 



ACA GAT TTC ACA CTG AAA ATC AAC 
thr asp phe thr leu lys ile asn 



TGG [CAA GGT ACA CAT TCT CCG CTC 
trp jgln gly thr his ser pro leu 



GCC JJCC, GCA 
ala ala ala 



I CAA SX^kKk Ct^ ATC 



^glu gin lys leu ile 
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SEQ ID n° 5 : 
GGGGSGGGGSGGGGS 
SEQ ID n° 6 : 

CCC AAG CCC AGT ACC CCC CCA GGT TCT TCA 
5 PKPSTPPGSS 

SEQ ID n° 7 : 

ATG.AAC CGG CTG GGC AAG 
M N R L G K 

SEQ ID n° 8 : 

10 GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT 
EQKLISEEDLN 

SEQ ID n° 9 : 

PKKKRKV 

SEQ ID n° 10 : 

15 GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCGTGGATCCATGTCCAGAT 
TAGATAAAAGTAAAG 
SEQ ID n° 11 : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGGGACCCACTTTCACATTTAAGTTG 
SEQ ID n° 12 : 

20 GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCGTGGATCCATGGAACAAC 
GCATAACCCTGAAAG 
SEQ ID n° 13 : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGTGCTGTTGTTTTTTTGTTACTCGG 
SEQ ID n° 14 : 
25 CAGGCCATGGCATGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 
SEQ ID n° 15 : 

CGTCGGATCCTCTAGATGCGGCCGCGTCTGAGTCAGGCCCTTC 
SEQ ID n° 16 : 

CAGGCTCGAGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 
30 SEQ ID n° 17 : 

CAGGCTCGAGCCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAAAGAAACCACTGGATGGAGAA 

SEQ ID n° 18 : 

GGTCGAATTCGGGCCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 
SEQ ID n° 19 : 
35 CAGGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCC 
SEQ ID n° 20 : 
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CGTCGGATCCTCTAGATGCGGCCGCCACGGGGGGAGCAGCCTCTGG 
SEQ ID n° 21 : 

Met Glu Gin Arg lie Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly 
Gin Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gin Ser Ala lie 
5 Asn Lys Ala He His Ala Gly Arg Lys He Phe Leu Thr lie Asn 
Ala Asp Gly Ser Val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser 
Asn Lys Lys Thr Thr Ala 
SEQ ID n° 22 : 
GATCCTATCACCGCAAGGGATAA 
10 SEQ ID n° 23 ; 

3 ' -GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA-5 1 
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REVENDICATIONS 

1. Molecule chimerique bispecifique comprenant un domaine capable de Her 
selectivement une sequence definie d'ADN et un domaine detecteur capable 
de lier specifiquement un transactivateur ou transrepresseur ou un complexe 

5 transactivateur ou transrepresseur. 

2. Mol6cule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive d'une 
proteine capable d'interagir avec I'ADN. 

3. Molecule selon la revendication 2 caracterisee en ce que le domaine 
10 capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive d'une 

proteine eucaryote. 

4. Molecule selon la revendication 3 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive des 
proteines p53, STAT ou NFkB. 

15 5. Molecule selon la revendication 2 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive d'une 
proteine procaryote. 

6. Molecule selon la revendication 5 caracterisee en ce que la proteine 
procaryote est un represseur bacterien. 

20 7. Molecule selon la revendication 6 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence d6finie d'ADN derive la proteine 
tetR. 

8. Molecule selon la revendication 6 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence d6finie d'ADN derive la proteine 

25 Cro. 

9. Molecule selon Tune des revendications 2 a 8 caracterisee en ce que le 
domaine capable de lier selectivement une s6quence definie d'ADN 
comprend le domaine d'interaction avec I'ADN de ladite proteine. 
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10. Molecule selon Tune des revendications 2 & 8 caract§ris6e en ce que le 
dornaine capable de Her sfelectivement une sequence d6finie d'ADN est 
constitu6 de la protfeine complete. 

11. Mol6cule selon la revendication 10 caract6ris6e en ce que le dornaine 
5 capable de lier s6lectivement une sequence d6finie d'ADN est constitu6 de la 

prot6ine tetR. 

12. Motecule selon la revendication 10 caract6ris6e en ce que le dornaine 
capable de lier s6lectivement une sequence d6finie d'ADN est constitu6 de la 
prot6ine Cro. 

10 13. Mol6cule selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que le dornaine 
capable de lier sp6cifiquement le transactivateur ou transrepresseur ou le 
cornplexe transactivateur ou transrepresseur est un dornaine 
d'oligorn6risation. 

14. Molecule selon la revendication 13 caract6ris6e en ce que le dornaine 
15 d'oligom6risation est un leucine-zipper, un dornaine SH3 ou SH2. 

15. Molecule selon la revendication 13 caract6ris6e en ce que le dornaine 
d'oligomerisation capable de lier sp6cifiquement le transactivateur est 
constitu6 de la partie C-terminale de la proteine p53. 

16. Molecule selon la revendication 15 caract6ris6e en ce que le dornaine 
20 d'oligomerisation est constitue de la partie C-terminale de la proteine p53 

allant du r6sidu 320 & 393 (SEQ ID n° 3), 302-360 ou 302-390. 

17. Molecule selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que le dornaine 
capable de lier sp6cifiquernent le transactivateur ou transrepresseur ou le 
cornplexe transactivateur ou transrepresseur est un dornaine synthetique ou 

25 naturel connu pour interagir avec ledit transactivateur ou transrepresseur ou 
cornplexe transactivateur ou transrepresseur. 

18. Molecule selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que le dornaine 
capable de lier specifiquement le transactivateur ou transrepresseur ou le 
cornplexe transactivateur ou transrepresseur est un anticorps ou un fragment 
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ou derive d'anticorps dirige contre le transactivateur ou transrepresseur ou 
complexe transactivateur ou transrepresseur. 

19. Molecule selon la revendication 18 caracterisee en ce que le domaine 
capable de Her specifiquement le transactivateur ou le complexe 
transactivateur est constitue par un fragment Fab ou F(ab)'2 d'anticorps ou 
une region VH ou VL d'un anticorps. 

20. Molecule selon la revendication 18 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier specifiquement le transactivateur ou le complexe 
transactivateur est constitue par un anticorps simple chaine (ScFv) 
comprenant une region VH liee a une region VL par un bras. 

21. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN et le domaine de liaison au transactivateur sont relies entre 
eux par I'intermediaire d'un bras. 

22. Molecule selon la revendication 21 caracterisee en ce que le bras est 
15 constitue d'un peptide comprenant de 5 a 30 acides amines et, de 

preference, de 5 a 20 acides amines, 

23. Molecule selon la revendication 22 caracterisee en ce que le bras est 
choisi parmi les peptides de sequence SEQ ID n° 5 ou SEQ ID n° 6. 

24. Molecule selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
que le domaine de liaison a I'ADN est situe en position N-terminale et le 
domaine de liaison au transactivateur est situe en position C-terminale. 

25. Molecule selon I'une des revendications 1 a 23 caracterisee en ce que le 
domaine de liaison a I'ADN est situe en position C-terminale et le domaine de 
liaison au transactivateur est situe en position N-terminale. 

26. Molecule chimerique bispecifique de structure ScFv-VSV/myc-Hinge-TET 
ou Cro (Figure 5A). 

27. Molecule chimerique bispecifique de structure ScFv-Hinge-TET ou Cro 
(Figure 5B). 
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28. Molecule chim6rique bisp6cifique de structure ScFv-TET ou Cro (Figure 
5C). 

29. Molecule chimerique bispecifique de structure TET ou Cro-ScFv (Figure 
5 5D). 

30. Molecule chim6rique bispecifique de structure TET ou Cro-Hinge-ScFv 
(Figure 5E). 

10 31. Molecule chimerique bisp6cifique de structure Oligom-VSV/myc-Hinge- 
TET ou Cro (Figure 5A), Oligom-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) ou Oligom- 
TET ou Cro (Figure 5C). 

32. Sequence d'acide nucl6ique codant pour une molecule chim6rique selon 
Tune des revendications 1 & 31 . 

15 33. Sequence d'acide nucleique selon la revendication 32 caract6risee en ce 
qu'il s'agit d'une sequence d'ADN. 

34. Sequence d'acide nucteique selon la revendication 32 ou 33 caract6ris§e 
en ce qu'elle fait partie d'un vecteur. 

35. SystSme conditionnel d'expression de gdnes cornprenant : 

20 - une molecule chim6rique telle que d6finie dans les revendications 1 

a 31 , et, 

- une cassette d'expression comportant une sequence rdgulatrice, un 
promoteur transcriptionnel minimal et ledit g6ne. 

36. Systeme conditionnel selon la revendication 35 caract6rise en ce que le 
25 domaine de liaison & I'ADN de la molecule chim6rique est repr6sent6 par tout 

ou partie de TetR et la sequence r6gulatrice comprend la sequence SEQ ID 
n° 1 ou un d6riv§ de celle-ci, eventuellement r6p6t6e plusieurs fois. 

37. Systeme conditionnel selon la revendication 35 caracterise en ce que le 
domaine de liaison & I'ADN de la molecule chim6rique est represents par tout 

30 ou partie de Cro et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 
2 ou un d§riv6 de celle-ci, eventuellement r6p6t6e plusieurs fois. 
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38. Systeme conditionnel selon I'une des revendications 35 a 37 caracterise 
en ce que le promoteur minimal comprend une boite TATA ou INR. 

39. Systeme conditionnel selon la revendication 38 caracterise en ce que le 
promoteur minimal derive du promoteur du gene de la thymidine kinase. 

40. Systeme conditionnel selon la revendication 39 caracterise en ce que le 
promoteur minimal est compose des nucleotides -37 a +19 du promoteur du 
gene de la thymidine kinase. 

41 . Vecteur comprenant : 

- une sequence d'acide nucleique codant pour une molecule 
chimerique selon I'une des revendications 1 a 31 , et 

- une cassette d'expression comportant une sequence de regulatrice, 
un promoteur transcriptionnel minimal et une sequence codante d'interet. 

42- Vecteur selon la revendication 41 caracterise en ce que le promoteur 
transcriptionnel minimal est defini selon les revendications 38 a 40. 

43. Vecteur selon la revendication 41 caracterise en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN de la molecule chimerique est represente par tout ou partie de 
TetR et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 1 ou un 
derive de celle-ci, eventuellement repetee plusieurs fois. 

44. Vecteur selon la revendication 41 caracterise en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN de la molecule chimerique est represente par tout ou partie de 
Cro et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 2 ou un 
derive de celle-ci, eventuellement repet6e plusieurs fois. 

45. Vecteur selon I'une des revendications 41 a 44 caracterise en ce que la 
sequence codante d'interet est une sequence d'ADN codant pour un produit 
therapeutique. 

46. Vecteur selon la revendication 45 caracterise en ce que le produit 
therapeutique est un peptide ou polypeptide toxique. 

47. Vecteur selon la revendication 46 caracterise en ce que le produit 
therapeutique toxique est choisi parmi la toxine diphterique, la toxine 
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pseudomonas, la ricine A, la thymidine kinase, la cytosine deaminase, la 
proteine Grb3-3, ou le ScFv Y28. 

48. Vecteur selon Tune des revendications 41 & 47 caract6ris6 en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur plasmidique. 

49. Vecteur selon Tune des revendications 41 a 47 caract6ris6 en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur viral. 

50. Vecteur selon la revendication 49 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
adenovirus recombinant defectif. 

51. Vecteur selon la revendication 49 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
retrovirus recombinant defectif. 

52. Composition pharmaceutique comprenant au moins un vecteur selon 
Tune des revendications 41 & 51 . 

53. Acide nucleique comprenant la sequence SEQ ID n° 4. 
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